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RESUMO

Introducdo: A deleccdo de anticorpos contra o dcido desoxirribonucleico (DNA) nativo (ds) € um dos critérios de classificacdo
para o diagnastico do lipus eritematoso sistémico (LES). Objetivo: Descrever uma técnica imunoenzimdtica enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) quantitativa para a detecgio de anticorpos imunoglobulina da classe G (19G) anti-DNAdSs. Métodos:
0 desempenho da técnica ELISA foi avaliado utilizando o leste de imunofluorescéncia indireta com Crithidia luciliae (CLIFT) como
referéncia. Anticorpos IgG anti-DNAdS foram pesquisados por ELISA e CLIFT em amosiras de soros de 127 pacientes com LES, 56
pacientes com outras doencas e 37 individuos sadios. O teste Q de Cochran foi utilizado para comparar as sensibilidades e as
especificidades das reagoes, considerando diferengas significantes entre os testes quando p < 0,05. Resultados: A técnica ELISA
apresentou sensibilidade de 92,9% e especificidade de 94,6%, enquanto a sensibilidade e a especificidade da técnica CLIFT foram
de 85,8% e 100%, respectivamente. A lécnica ELISA apresentou sensibilidade significativamente maior do que a obtida com a
técnica CLIFT (p = 0,0027); esta apresentou especificidade significativamente maior do que a obtida com a técnica ELISA (p =
0,0253). Conclusdo: A técnica ELISA apresentou excelentes resultados em termos de sensibilidade e especificidade, podendo ser
1itil em pesquisa e rotina diagnostica.

Unitermos: lipus eritematoso sistémico; anticorpos antinucleares; ensaio de imunoadsorc¢do enzimdtica; técnica indireta de
Jluorescéncia para anticorpo.

ABSTRACT

Introduction: The detection of anti-double-stranded (ds) deoxyribonucleic acid (DNA) antibodies is one of the classification criteria for
diagnosing systemic lupus erythematosus (SLE). Objective: To describe a quantitative enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for
detecting anti-dsDNA immunoglobulin class G (IgG) antibodies. Methods: The performance of ELISA was evaluated using the Crithidia
luciliae indirect immunofluorescence test (CLIFT) as a reference. Anti-dsDNA IgG antibodies were screened by ELISA and CLIFT in serum
samples from 127 patients with SLE, 56 patients with other diseases and 37 healthy persons. The Cochran Q test was used to compare the
sensitivity and specificity of the reactions, with differences among the results being considered significant when p < 0.05. Results: ELISA
had a sensitivity of 92.9% and a specificity of 94.6%, whereas the sensitivity and specificity of CLIFT were 85.8% and 100%, respectively.
ELISA was significantly more sensitive than CLIFT (p = 0.0027), whereas CLIFT was significantly more specific than ELISA (p = 0.0253).
Conclusion: ELISA showed excellent results in terms of sensitivity and specificity, with a potential use in research and routine diagnostics.

Key words: systemic lupus erythematosus; antinuclear antibodies; enzyme-linked immunosorbent assay; indirect fluorescent antibody
technique.
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RESUMEN

Introduccion: La deteccion de anticuerpos contra el dcido desoxirribonucleico (ADN) de doble cadena (dc) es uno de los criterios de
clasificacion para el diagndstico de lupus eritematoso sistémico (LES). Objetivo: Describir una técnica inmunoenzimdtica (ELISA)
cuantitativa para deteccion de anticuerpos de inmunoglobulina de clase G (IgG) anti-ADNdc. Métodos: Se evaluo el desemperio
de la técnica ELISA mediante el test inmunofluorescencia indirecta con Crithidia luciliae (IFI-CL) como referencia. Anticuerpos
1gG anti-ADNdc fueron analizados por ELISA y IFI-CL en muestras de sueros de 127 pacientes con LES, 56 pacientes con otras
enfermedacdes y 37 personas sanas. La prueba Q) de Cochran fue utilizada para comparar la sensibilidad y la especificidad de las
reacciones considerando diferencias significantes entre los lesis cuando p < 0,05. Resultados: La técnica ELISA mostro sensibilidad
del 92,9% y especificidad del 94,6%, mientras la sensibilidad y la especificidad de la técnica IFI-CL fueron del 85,8% y 100%,
respectivamente. La técnica ELISA mostro sensibilidad significativamente mayor que la obtenida con IFI-CL (p = 0,0027); esta
mostré especificidad significativamente mayor que la oblenida con ELISA (p = 0,0253). Conclusion: La técnica ELISA presento
resultados excelentes de sensibilidad y especificidad, con el potencial de ser utilizada en investigacion y rutina diagnostica.

Palabras clave: lupus eritematoso sistémico; anticuerpos antinucleares; ensayo de inmunoadsorcion enzimdtica; técnica del

anticuerpo fluorescente indirecta.

INTRODUCAO

0 lipus eritematoso sistémico (LES) € uma doenca cronica
sistémica autoimune na qual a producdo de anticorpos para
uma grande variedade de componentes do prdprio organismo
pode resultar em um amplo espectro de manifestacdes clinicas e
anormalidades laboratoriais"®. Embora a etiologia do LES ainda
ndo seja claramente compreendida, interacOes genéticas com
fatores ambientais #m sido implicadas no desenvolvimento da
doenca® ™. Estudos epidemioldgicos tém mostrado que o LES pode
afetar individuos de todas as idades, etnias e ambos os sexos, mas
mulheres em idade fértil e certos grupos étnicos (afro-americanos e
asidticos) possuem maior predisposicao a desenvolver a doenca 1%,

0 diagndstico de LES baseia-se em achados clinicos e
laboratoriais. Na maioria dos casos, o diagndstico da doenca
€ desafiador por causa do polimorfismo dos sintomas clinicos.
A deteccdo de anticorpos contra o 4cido desoxirribonucleico (DNA)
nativo (ds) € parte dos critérios de classificacao para o diagnostico
de LES"™ ¥ Anticorpos anti-DNAds sdo geralmente detectados
por radioimunoensaio de Farr, teste de imunofluorescéncia
indireta com Crithidia luciliae como substrato (CLIFT) e técnica
imunoenzimatica enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).

A técnica de Farr tem caracterfsticas importantes como
altas sensibilidade e especificidade e a possibilidade de expressar
resultados de forma quantitativa. Porém sua maior desvantagem
é a necessidade de usar materiais radioativos. A técnica CLIFT
tem alta especificidade, mas em geral tem sensibilidade mais
baixa que as técnicas de Farr e ELISA. Outras desvantagens
desta técnica sdo a dificuldade de processar grandes ntimeros
de amostras, a expressao de resultados semiquantitativos e sua
natureza dependente de operador para leitura, o que pode leva-la

166

a subjetividade na interpretagdo dos resultados. A técnica ELISA
permite o processamento simultdneo de um grande ntmero de
amostras, possibilitando a expressdo de resultados qualitativos ou
quantitativos, além de mostrar sensibilidade relativamente alta
comparada com a técnica CLIFT®>1%, Neste estudo, descrevemos um
teste de ELISA quantitativo para detectar anticorpos imunoglobulina
da classe G (IgG) anti-DNAds e comparar seu desempenho com o do
teste CLIFT, usado como referéncia.

METODOS

Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico ou
superior e, salvo indicacao em contrario, foram obtidos de Sigma-
Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA).

Padroes séricos

Um pool de soro humano positivo para anticorpos IgG anti-
DNAds (DNAPo) foi preparado misturando-se partes iguais do soro
de 10 pacientes com LES que tinham teste CLIFT positivo > 1:640.
Ao DNAPo foi designado um valor de 100 unidades arbitrdrias
(UA) de anticorpos por ml. Padrdes séricos artificiais contendo
diferentes UA/ml foram preparados por diluicdo do DNAPo com
tampao fosfato salino (PBS) contendo 0,1% de Tween 20 (PBS-T).
Umpool de soro humano negativo para anticorpos IgG anti-DNAds
(DNANe) foi preparado misturando-se partes iguais do soro de 10
individuos sauddveis que tinham teste CLIFT negativo e nenhuma
evidéncia de LES. Os pools DNAPo e DNANe foram usados como
controles positivos e negativos nas reacoes de ELISA e CLIFT.
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Determinacao das concentracoes 6timas dos
reagentes

0 experimento de ELISA foi padronizado usando-se
quantidades em excesso de todos os reagentes, menos daquele sendo
testado. Para titulacdo do antigeno, foram utilizadas quantidades
crescentes de DNA de timo de bezerro (0,3 a 100 pg/ml) (Sigma-
Aldrich). Para titulacio do conjugado (anticorpos de cabra
anti-IgG humana marcados com peroxidase, Sigma Aldrich),
foram testadas diluicdes de 1:500 a 1:64.000.

Linearidade da conversao do substrato

A linearidade da conversdo do substrato foi determinada pelo
uso de um padréo sérico contendo 50 UA/ml. A taxa de conversdo
do substrato foi avaliada a diferentes intervalos de tempo de
incubago — de 1 a 30 minutos — em temperatura ambiente (TA),
10 escuro.

0 procedimento ELISA

0s pocos de fundo arredondado de placas para ELISA (Nunc
MaxiSorp®, Thermo Fisher Scientific, EUA) foram preenchidos
com 100 pl de tampdo carbonato-bicarbonato 0,1 M, pH 9,5
contendo poli-L-lisina [(PLL), 20 pg/ml] (Sigma-Aldrich). Apds
incubacio da placa por 2 h em TA e de um dia para o outro a
4°C, a solucio PLL foi descartada e os pocos foram lavados trés
vezes com 0,15 M PBS, pH 7,4. DNA de timo de bezerro diluido
a 20 pg/ml em 0,15 M tampdo Tris-HCl/NaCl, pH 8, foi entdo
adicionado aos pocos revestidos com PLL (100 pl). Apds uma
incubagdo de 3 h 30 min em TA, os pocos foram lavados uma
vez com PBS-T e os sitios reativos na matriz de poliestireno foram
bloqueados com 100 pl PBS-T contendo albumina de soro bovino
0,1% (PBS-T-BSA). Depois de 10 minutos de incubacdo em TA, os
pocos foram lavados uma vez com PBS-T e entdo enchidos com
100 pl de tampao de 4cido acético/acetato de sédio 50 mM, pH
4,6, contendo nuclease S1 (40 U/ml) e BSA (5 mg/ml). Seguindo
uma incubagdo de 1 h e 30 min em TA, os pogos foram lavados
trés vezes com PSB-T, e 100 ul de amostras de soro diluidas a
1:200 em PBS-T-BSA foram acrescentadas aos pocos. Depois
da incubacio de 1 h em TA e trés lavagens com PBS-T, 100 pl
do conjugado diluido a 1:4.000 em PBS-T foram acrescentados
a cada poco. Apds uma incubagdo adicional de 45 minutos, em
TA e trés lavagens com PBS-T, 100 ul do sistema substrato (0,42
mM tetrametilbenzidina e 1,42 mM H,0, em tampao acetato/
acido acético 0,1 M pH 5,5) foram acrescentados aos pogos e as
placas, incubadas por 10 minutos em TA, no escuro. Passado esse
periodo, as reacdes foram interrompidas pela adicdo de 50 pl de 2
N'H,80, a cada poco, e a absorbancia resultante foi medida a 450
nm, usando um leitor ELISA (Labsystems, Helsinki, Finlandia).
Cada amostra de soro foi testada em triplicata, e os valores de
absorbancia média foram calculados. Uma dilui¢do seriada com
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fator de diluicao 2 dos controles padrdes positivos (100; 50; 25;
12,5; 6,25; 3,12 e 1,56 UA/ml) foi incluida em cada placa e usada
para converter a densidade optica de cada amostra de soro em
UA/ml. O valor de corte para o ensaio foi determinado usando uma
receiver operating characteristic curve (ROG).

CLIFT

Anticorpos IgG anti-DNAds foram detectados por CLIFT usando
kits Immuno Concepts (Immuno Concepts N.A. Ltd, Sacramento,
CA, EUA) ou Scimedex (Scimedex Corporation, Dover, NJ, EUA),
segundo as instrucdes do fabricante. Uma titulagao de anticorpo
CLIFT 2 1:10 foi considerada positiva.

Pacientes e controles

Anticorpos IgG anti-DNAds foram pesquisados por ELISAe CLIFT
em amostras de soro de 127 pacientes com LES (122 mulheres,
cinco homens, idade média = 34 anos), 56 pacientes com outras
doencas (36 mulheres, 20 homens, idade média = 48 anos) (artrite
reumatoide — 72 = 26; sindrome de Sjgren — 7 = 3; esclerose
sistémica — 72 = 3; mieloma multiplo — 72 = 9; hepatite A — 7 =
4; hepatite B — 72 = 6; infecgdo por citomegalovirus (CMV) — 7 =
3; mononucleose infecciosa — 72 = 2) e 37 individuos saudaveis (23
mulheres, 14 homens, idade média = 41 anos). Todos os pacientes
eram tratados no hospital universitirio da Universidade Estadual
de Campinas (Unicamp), Campinas, SP, Brasil. As amostras de
soro dos individuos saudaveis foram obtidas de estudantes e pessoal
do laboratdrio da Unicamp sem histérico de LES. Este estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Médicas (FCM)/Unicamp de acordo com resolugdes do
Comité de Etica Brasileiro (CAAE: 45707815.5.0000.5404).

Analise de dados

A acuricia diagnostica de ELISA e CLIFT foi avaliada pelo
coeficiente de kappa (k), utilizando o SAS® System for Windows,
versdo 9.2 (SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA). As variagdes intra e
interensaio foram estudadas no soro padrdo contendo 50 UA/ml.
Para determinar a variacao intraensaio, o padréo foi testado 27
vezes na mesma placa. A variacio entre-ensaios foi determinada
pela avaliacdo do padro sérico em 14 dias alternados. O teste Q de
Cochran® foi usado para comparar sensibilidade e especificidade
das reacOes. Diferencas entre resultados foram consideradas
significantes quando p < 0.05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nas titulacdes do DNA e conjugado, excesso
de antigeno e conjugado foram atingidos em concentracoes
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> 10 pg/ml e diluigdes < 1:8.000, respectivamente. Estudos de
linearidade mostraram que a taxa de conversdo do substrato foi
linear por pelo menos 12 minutos para um padrao sérico contendo
50 Ud/ml. O teste ELISA foi padronizado usando uma concentragio
de DNA de 20 pg/ml e uma diluico do conjugado de 1:4.000. A
reacdo foi interrompida 10 minutos apos adi¢o do sistema substrato.

Usando o valor de corte determinado pela curva ROC (7,65),
ELISA foi positivo em 118 (92,9%) das 127 amostras de soro dos
pacientes com LES e negativo em todas as 37 amostras de soro
dos individuos sauddveis. Vinte e um dos 127 pacientes com LES
tinham teste positivo para anticorpos direcionados contra o antigeno
Smith (Sm). Embora a frequéncia de deteccdo de anticorpos
anti-Sm seja baixa, esses anticorpos sao altamente especificos para
a doenca™. Todos os pacientes com LES com anticorpos anti-Sm
também mostraram niveis significantes de anticorpos IgG anti-
DNAds por ELISA. A técnica ELISA também foi positiva em cinco
(8,9%) dos 56 pacientes com outras doengas: dois com artrite
reumatoide [ambos tiveram testes positivos para fator reumatoide e
a terceira geracao de anticorpos contra peptideo citrulinado ciclico
(CCP3) do isotipo IgG], um com esclerose sistémica (o paciente
tinha teste positivo para topoisomerase 1), um com hepatite B
[0 paciente tinha teste positivo para antigeno de superficie do virus
de hepatite B (HbsAg)] e um com mononucleose [0 paciente tinha
testes positivos de imunoglobulina classe M (IgM) e IgG contra
antigeno do capsideo viral do virus Epstein-Barr (EBV-VCA), com um
resultado negativo para o antigeno nuclear do virus Epstein-Barr
(EBNA)]. Nenhum desses cinco pacientes tinha evidéncia clinica de
LES. Outros estudos detectaram reacdes positivas a anticorpos IgG
anti-DNAds por ELISA em pacientes com artrite reumatoide!*",
esclerose sistémica™ ) hepatite B“Y e mononucleose™ 2,

0 teste CLIFT foi positivo (titulos > 1:10) em 109 (89%) das
127 amostras de pacientes com LES, e negativo em todas as 56
amostras de pacientes com outras doengas e nas 37 amostras de
individuos saudéveis. Nove pacientes com LES tinham resultado
de anticorpo IgG anti-DNAds positivo com ELISA e negativo com
CLIFT. Com base na historia clinica, esses nove pacientes tiveram o
diagnéstico de LES confirmado, segundo os critérios do American
College of Rheumatology (ACR). Nove pacientes com LES nio
tiveram anticorpos IgG anti-DNAds detectados nem por CLIFT
nem por ELISA. Todos esses nove pacientes estavam sob terapia
imunossupressora na época da coleta do soro.

ELISAe CLIFT mostraram alta acurdcia diagndstica, com valores
de k de 0,87 e 0,84, respectivamente. Os coeficientes de variacio
intra e interensaio de ELISA foram 3,1% e 9,6%, respectivamente.

Os resultados obtidos com ELISA e CLIFT para detectar
anticorpos IgG anti-DNAds s2o mostrados na Tabela. Em
resumo, ELISA mostrou sensibilidade de 92,9% e especificidade de
94,0%, enquanto CLIFT mostrou sensibilidade e especificidade de
85,8% e 100% respectivamente. Com base na andlise estatistica:
1. ELISA teve sensibilidade significantemente maior que CLIFT
(p =0,0027); 2. CLIFT teve especificidade significantemente maior
que ELISA (p = 0,0253).

0 método ELISA descrito aqui foi padronizado levando-se
em conta duas exigéncias para uma técnica quantitativa, isto é:
1. todos os reagentes, exceto aquele em teste (os anticorpos, neste
caso), estavam presentes em excesso; 2. a atividade enzimatica foi
medida durante a por¢ao linear inicial da reacdo, quando a taxa de
conversao do substrato era diretamente proporcional 4 concentracao
doanticorpo. Além disso, 0 uso de uma curva padrio para determinar
a concentragdo de anticorpos anti-DNAds e a subsequente expressao
de resultados em unidades arbitrarias de anticorpos reduziram
acentuadamente a variabilidade dos achados® >,

A literatura mostra grande variacio no desempenho de testes
ELISA para anticorpos IgG anti-DNAds, com sensibilidade variando
entre 19% e 98% e especificidade entre 73% e 99%5 1 192629
0 ELISA descrito neste trabalho mostrou excelente desempenho,
com 92,9% de sensibilidade e 94,6% de especificidade. Variagdes no
desempenho de reacdes soroldgicas usadas para detectar anticorpos
IgG anti-DNAdSs s2o esperadas e provavelmente relacionadas com
varios fatores, como a heterogeneidade dos pacientes incluidos no
estudo, a condigdo imunoldgica do paciente no momento de sua
participacdo no estudo, as propriedades intrinsecas das técnicas
usadas para pesquisa de anticorpos, a preparacdo antigénica, a
diversidade de anticorpos produzidos pelos pacientes e o método
de calcular o valor de corte.

CONCLUSAO

0 excelente desempenho do teste ELISA descrito neste trabalho
torna-o uma ferramenta potencialmente ttil para a detecco de
anticorpos IgG anti-DNAds em pesquisa e rotina diagndstica.

TABELA — Resultados de ELISA e CLIFT em pacientes com LES, pacientes com outras doencas e individuos saudaveis

ELISA CLIFT
Pacientes com LES (7 = 127)  Pacientes com outas doengas (2 = 56)  Individuos sauddveis (7 =37) Sen (%)  Spe (%)  Sen (%)  Spe (%)
x 443 4,35 44
y (3,25-100) (0,78-16,2) (1,66-7,47) 2 e 8 0

ELISA: técnica imunoenzimdtica enzyme-linked immunosorbent assay, CLIFI* feste de imunofluorescéncia indireta com Crithidia luciliae como substrato; LES: lipus eritematoso sistémico;
Sen: sensibilidade; Esp: especificidade; X média aritmélica (UA/ml); V: variagdo (valores minimos e mdximos, em UA/ml); AU: unidades arbitrdrias.
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